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2.4 Réplication de l'ADN procaryote et eucaryote. 


La réplication de l'ADN est un mécanisme complexe, au cours duquel la quantité de matériel génétique cellulaire se 
double. 


2.4.1. Réplication semi-conservative 
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19. IX-15: Réplication du nucléoïde bactérien. 
4} Trace laissée sur l'émulsion photographique par 


S 
à 





des nucléoïdes radioactifs étalés. 
Interprétation schématique des images obtenues 
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2.4.2. Les enzymes de la réplication 


Les protéines de reconnaissance DnaA reconnaissent les sites d'initiation, aident à l'ouverture de l'ADN. 

Les hélicases où déroulases ou protéines DnaB et DnaC constituent une grande famille d'enzymes à activité 
ATPase, impliquées dans le déroulement des doubles brins d'ADN ou d'ARN. Les hélicases catalysent la 
séparation progressive et régulière des deux brins d'ADN en rompant les liaisons hydrogène entre deux bases 
complémentaire. 

Les protéines SSB (single strand binding protein) sont des protéines qui stabilisent l'ADN simple brin pour 
éviter la réassociation de l'ADN. Leur structure, sous forme de tétramère, favorise la fixation sur la molécule 
d'ADN. L'association des tétramères sur le fragment d'ADN est régie par un phénomène coopératif où la 
fixation du premier tétramère favorise la liaison du deuxième etc, ce qui finit par constituer ur manchon 
rigide de SSB et empêche la réassociation des brins d'ADN 

Les topo-isomérases = l’ADN-gyrases relâchent les contraintes de torsion de l'ADN 
formées par la progression de la fourche. 

La primase est une ARN polymérase ADN dépendante qui synthétise l’amorce d’ARN. 


L’'ADN Polymérase III : élongation de 5’ en 3” et la correction sur épreuve 


(2 sous unités une pour chaque brin). 


L’'ADN Pol I ou Rnase H : élimine les amorces ARN du brin retardé par son activité exonucléasique 53 et 
comble le trou. 








Topoisomérase 


ADN Polymérases : 
« Elles ont besoin d'une matrice d'ADN, 


ADN Polymérase = une enzyme 
responsable de la polymérisation des 
nucléotides lors de la réplication de 
l'ADN. 
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. elles lisent le brin matrice de 3° vers 5” pour synthétiser de l'ADN dans le 
sens 5° vers 3'( Il n'existe pas d'ADN pol qui puisse faire la synthèse de 3° vers 
S' I), 

e La fixation de nouveau nucléotide s'effectue toujours à l’extrémité 3° OH libre 
du ribose du dernier nucléotide 

e Ces enzymes catalysent la formation de liaisons phosphodiesters qui 
impliquent le phosphate 5’ d'un dNTP libre et l’hydroxyle 3° libre d’un brin d'ADN 


en formation. 
e Cet enchaînement s'effectue en respectant la règle de complémentarité des 


bases, le dNTP additionné soit le complémentaire du dNTP en vis-à-vis sur le 
brin matrice. 

e Elles utilisent comme substrats des désoxyribonucléosides triphosphates (dATP, 
dCTP, dGTP et dITTP) 

e D'autres ADN polymérases interviennent dans la synthèse des amorces 
ARN/ADN, dans la réplication du génome mitochondrial ou dans la réparation de 
l'ADN. 
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: : es e Les ADN polymérases ont à la fois une activité de polymérase pour ajouter des 
DNA P Oly mérase : fonction d'édition nucléotides au nouveau brin de DNA, et une activité de 3’—5’ exonucléase 
a DNA modéle es pour hydrolyser le dernier nucléotide incorporé (fonction d’édition). 
Dec « Si le nucléotide incorporé est complémentaire du nucléotide du brin modèle et 
CCTAGAGCTCCTGTCCCTACCCATCGC T'AAGCG TGGACCTCAAATATACCT l'hybridation des bases se fait normalement, l’activité de polymérase est plus 







GGATCTCGAGGACAGG GATGGGTAGCEAC 
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rapide que celle d'exonucléase et le nucléotide suivant va être incorporé. 


e En cas d'erreur, il se produit un encombrement stérique qui bloque 
l'avancement de l'enzyme. L'’enzyme recule et le nucléotide défectueux est 
alors retiré à cause de l’activité exonucléase 3'—5". 


apparement 


= ses — S'il m | iement, l’activité polymé t léotid 
CGATCTCGAGCACACGGATGGGTACCCAT e | A auVaIs apparement, | activite polymerase et ce nucIeotIde sera 
CCTAGAGCTCCTGTCCCTACCCATCGCTAAAGCGTGGACCTCAAATATACCTG yarolÿyse. 


e Ainsi, l'ADN Polymerase peut agir en qualité d’exonucléase en dégradant 
l'ADN ou l'ARN de 5° en 3. 


e L’ ADN ligase soude les fragments de l'ADN. 


3 DNA modéle 5 








DNA ligase | + Les ADN ligases sont des enzymes qui sont capables de reconstituer la laison phospho &éster 
Mg'* entre le carbone 3'-OH et le phosphate-5" de deux nucléotides voisins sur un brin de l'ADN. 
pur + Elles interviennent dans la réplication pour lier ensemble les fragments d'ADN nouvellement 
ATP AMP synthétisé. 
S'{ADN 1}-5 \ | « Elles interviennent aussi dans de nombreux processus de réparation de l'ADN génomique 
T 3'-(ADN 1)-(ADN 2-3 
S'-ADN 2)-3' 


e Protéine Tus (terminator utilisation substance) reconnaît les sites Ter, bloque le déroulement de l'ADN et met 
fin à la réplication. 


2.4.3. Réplication procaryote 






La réplication démarre à l'intérieur de la molécule d'ADN en un point précis OR! 
reconnu par les protéines initiatrices fdont la protéine DNA A). La réplication 
s'effectue dans les deux directions de l'orientation de l'ADN bicaténaire. 

Au moment de l'initiation, l'ouverture de l'ADN double brin s'effectue en présence 
des hélicases (ou déroulases) qui s'associent sur les brins d'ADN, coupent, déroulent | primosome 
et réassocient. L'ouverture de la molécule d'ADN introduit des contraintes 

mécaniques importantes : des tensions provoquent le surenroulement de la double 

hélice parentale non encore répliquée en amont et en aval de l'hélice : de même, les 

brins nus ont naturellement tendance à reconstituer l'hélice. Le surenroulement est 

amoindri par les topoisomérases qui réalisent des coupures au niveau des liaisons 

phosphodiester. Elles s’attachent ensuite à ces extrémités et effectuent sait des 

enroulements positifs (topoisomérase |) soit des enroulements négatifs 

(topoisomérase 11) dans les entrecroisements des brins d'ADN. Les brins séparés sont 

stabilisés par les protéines SSB (single strand binding) sans activité enzymatique 

décrite. Les SSBP possèdent également un rôle protecteur de l'ADN monocaténaire 3 S 
contre les nucléases. 
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Le démarrage de la réplication nécessite la formation de deux fourches de réplication (zone de progression de la réplication) qui s’éloignent 
au gré de la réplication. Ainsi chaque initiation constitue une unité de réplication définie comme un réplicon. La polymérisation s’opère 
uniquement dans le sens 5’+3”, dans la mesure où les brins d'ADN sont antiparallèles la progression sera différente en fonction de 
l'orientation du brin. 
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La réplication est initiée par la formation du complexe de réplication, le primosome, qui opère à la fourche de la réplication, et la synthèse 
préalable d’une amorce d’ARN. Le primosome est constitué de trois types de protéines : une ARN polymérase appelée primase, et deux 
protéines DNA B et DNA C qui s'associent à la primase pour former un complexe capable de synthétiser de l'ARN. En fonction de la 
procession, le primosome se déplace dans le sens 3”>5” et synthétise de petits oligonucléotides d’'ARN, des amorces d’ARN à l’aide d’une 
primase . Les amorces d’ARN sont allongées par l’holoenzyme d’ADN polymérase III en petites séquences d'ADN. Le brin avancé (directeur) 
s’allongera de façon continue dans le sens 5”-3” ce qui correspond au déplacement de la fourche de réplication. L'autre brin retardé, se 
forme de façon discontinue par petits fragments d'ADN dont la synthèse est systématiquement amorcée en 5-3", donc en orientation 
inverse du déplacement de la fourche de réplication. Ces fragments intermédiaires composés des amorces d’ARN et d’ADN, nommés 
fragments d’Okazaki, ont une taille comprise entre 1000 et 2000 chez les procaryotes. Le brin avancé n’est amorcé qu’une seule fois et le 
brin retardé par contre est amorcé au début de chaque fragment d’Okazaki. L’'ADN polymérase III synthétise un brin complémentaire à partir 
de l'extrémité 3’OH libre de l’amorce ARN en utilisant l'ADN comme matrice dans le sens 5”>3”, ce qui disperse les protéines SSB fixées sur ce 
brin. 
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Des amorces d’ARN posés par la primase seront 
ensuite replacées par l'ADN. 


Lorsque l’ADN polymérase III arrive sur l'extrémité 5’ 
de l’amorce précédente, elle est remplacée par l’ADN 
polymérase I (ou la Rnase H) qui agit en qualité 
d’exonucléase en dégradant l'ARN de 5” en 3” sur les 
hybrides ARN-ADN. Son activité polymérase 
remplace ensuite l’amorce d’ARN par de l'ADN. 


L'ensemble de ces fragments d'ADN sur le brin 
retardé sont associés par une enzyme qui rétablit la 
liaison phosphodiester : l’ADN ligase. 

Ce processus se répète jusqu'à la réplication totale du 
brin d'ADN. Les deux brins sont par conséquent 
synthétisés en 53"; mais la synthèse ne peut pas 
être effectuée de façon continue sur le brin direct 
orienté 3'—5. 
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Fig. IX-13: Assemblage des fragments d'Okazaki. 
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© La primase commence Fi 7, ( né 
la synthèse de l'amorce d'ARN 4 - O | 
pour le cinquième fragment —. 


d'Okazaki 


————————_—_—_—ppEaELELELELELELELELELLaLaLpo au 
© L'ADN polymérase termine la synthèse 
du quatrième fragment. Quand elle atteint 
l'amorce d'ARN sur le troisième fragment, 
elle se dissocie, se déplace vers la fourche 
de réplication et ajoute des nucléotides 
d'ADN à l'extrémité 3' de l'amorce 

du cinquième fragment. 








@ L'ADN polymérase enlève l'amorce de l'extrémité 5’ 
du deuxième fragment et le remplace par 

des nucléotides d'ADN qu'elle ajoute un à un 

à l'extrémité 3° du troisième fragment. 

Le remplacement du dernier nucléotide d'ARN 

par l'ADN laisse une extrémité 3' libre au squelette 
désoxyribose-phosphate. 


@ L'ADN ligase joint 
l'extrémité 3'du 
second fragment 

à l'extrémité 5' 

du premier fragment. 


Terminaison : les deux fourches de réplication finissent par se rencontrent aux sites Ter{Terminateur). Des protéines de liaison 
Tus (Terminator Utilisation Substance) bloquent le déroulement de l'ADN. Une topo-isomérase sépare les deux chromosomes 


fils. 


ler E. D. À. terminateurs de la fourche 1 %, 
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Point de rencontre des deux fourches de réplication 
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Une grande fidélité de réplication est due non seulement à la spécificité d’appariement des bases AT et GC mais aussi à la 
propriété de correction d’épreuve de l’ADN Pol III. La correction (proofreading) a pour rôle d'éliminer le nucléotide mal 
apparié donc mal intégré au moment de la réplication. L’ADN Pol Ill assure cette fonction grâce à son activité d’exonucléase 


37257. 
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2.4.3. Réplication eucaryote 


La réplication a lieu dans le noyau pendant la phase S. Elle doit respecter deux principes : 
1. L'ensemble du génome doit être répliqué à chaque division cellulaire (la hétérochromatine se réplique tardivement) 
2. Chaque molécule d'ADN n’est répliquée qu’une seule fois par cycle cellulaire. 


C'est le même principe que la réplication procaryote avec les brins avancé/ retardé, mais avec quelques différences : 
e L’ADN est linéaire, beaucoup plus long, 
e La vitesse de réplication est plus faible (50 nt/sec) que celle des procaryotes ; 
e Ceci est compensé par de multiples origines de réplication (ORI) ; 
Les fragments d’Okazaki sont plus courts que ceux des procaryotes (135 nt). 
L’'ADN est intégré dans la chromatine associée aux histones, au moment de la réplication il y a production d’histones ; 
Duplication des histones : les protéines néosynthétisées et parentales se répartisse de façon aléatoire sur châque brin ; 
Il y a 5 ADN polymérases : a ,B v,6ete. 
Le complexe multiprotéique de pré-réplication se forme et se fixe au niveau de chaque Ori, il reçoit les facteurs de 
réplication pour démarrer la réplication. Son rôle est de contrôler et d'autoriser la réplication 
° Au niveau du noyau, il y a présence de foyer de réplication de l'ADN, la réplication se fait donc de manière ponctuelle 
c'est l'ADN qui se déplace et non pas les ADN polymérases. 





réplication 


> ® © o 


En effet, une seule ADN polymérase composée de deux sous-unités 


+ONA lipase 


travaille en même temps au niveau de la fourche de réplication : > 2 
une qui synthétise de manière continue le brin avancé et l’autre - A 
qui synthétise de manière discontinue le brin retardé. Le brin d'ADN | L | FN REEReS 
parental, qui sert de matrice au brin d'ADN retardé, forme une boucle | D EnNREe, 

pour repositionner l'amorce de façon à ce que l'allongement du | 

fragment d'Okazaki par l'ADN polymérase se fasse dans le sens 53 - | Ribonucléase 


mais aussi dans le sens de propagation de la fourche de réplication. 


Topairoménrese 
5 4 





e La terminaison est réalisée lorsque les fourches de réplication se rencontrent, soit lorsqu'elles arrivent à l'extrémité 
d'un chromosome, télomère 
+ A chaque cycle de réplication, les chromosomes raccourcissent. 


+ La télomèrase empêche le brin retardé de se raccourcir progressivement lors de la réplication. 
4 à Extrémité du chromosome 
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Réplication par ADN polymérase ——— CAAUCCCAAU 5 
Amorce ARN 
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2.4.3.1. Réplication de télomères 
(Prix Nobel 2009 E.H.Blackbum, C.W.Greider et J.W.Shozak pour la découverte du mécanisme de protection des chromosomes 
par les télomères et la télomerase). 


e La synthèse du brin retardé de l'ADN ne peut pas se faire lorsque l'ADN polymérase atteint l'extrémité 3’ du brin modèle, 
faute de place pour une amorce complémentaire. S'il n’y avait pas de mécanisme particulier, à chaque réplication l’ADN du 
chromosome serait raccourci. 

e Le télomère humain est une séquence 5”-TTAGGG-3” répétée quelques centaines de fois avant le 3”OH final. 

-GGGTTAGGG(TTAGGG). TTAGGGTT 3 
—CCCAATCCC [AATCCC) AATCCCAA 5 


e La longueur des télomères dépend de l'équilibre entre le raccourcissement dû à la réplication et le niveau d’activité de la 
télomérase. 
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Fourche de réplication F 
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ADN simple brin, et une partie d’ARN de 450 nucléotides dont 
l'extrémité 5’ terminale est complémentaire à la séquence 
télomérique. 
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e L'ARN de la télomérase s’apparie avec l'extrémité 3’ du brin parental et 
sert de modèle pour l’enzyme en vue de la synthèse de quelques 
unités de la répétition TTAGGG. 

e Après cette synthèse l'enzyme glisse le long du brin de DNA et 
recommence de nouvelles unités. 

e L'extrémité 3’ du brin modèle ainsi allongée peut servir à la pose d'une 















” selle" amorce nouvelle : l'extrémité 3'-OH de cette amorce sert alors de point 
5 ——— TTAGGG TTAGGGTTA: de départ pour l'ADN polymérase pour synthétiser l’autre brin. 
Æ e Après l’action de la télomérase, l'extrémité 3° des chromosomes simple 
gg — 5 COCAATCCC —_ | : en Mo 
5' -TTAGGG TTAGGGTTAGG brin plus longue que l'extrémité 5’. Cette extrémité plus longue 
ADN polymérase ARN : s'enroule vers l'arrière pour réaliser une boucle T (repliement), grâce à 
gs — dm 5 Q des protéines spécialisées. Cette structure constitue un système de 
5 TTAGGGTTAGOGGTTAGGGTTAGGG 3 





protection des chromosomes de l’action de certaines enzymes, et 
participe donc à l'intégrité des chromosomes 


Fig. IX-17 : Télomérase et reconstitution des télo- 
mères. 





Principe : 1.appariement, 2.élongation. 3. translocation 


Dans les cellules adultes normales, l’activité des télomérases est faible voire diminuée. Dans les cellules cancéreuses, l’activité 
des télomérases est forte, il n'y a pas de raccourcissements des chromosomes, donc la prolifération cellulaire est anormale, 
indéfinie. La suractivation des télomérases pourrait ainsi être un des mécanismes de cancérisation. Actuellement, des 
recherches sont faites sur les propriétés anti télomérasiques. 


2.4.4, La réplication est une cible thérapeutique pour les médicaments anti-tumoraux et 

antibiotiques 

e Les ALKYLANTS -formation des ponts interbrin, blocage de la cellule en G1 

°e  Antipuriques et antipyrimidiques tel le METHOTREXATE (traitement de certains cancers : leucémie, lymphome ron 
hodgkinien, cancer du sein, etc) inhibe la dihydrofolate réductase nécessaire à la synthèse de novo des purines de 
la thymidine , donc inhibe la synthèse de l'ADN (phase S) 

e La SARCOMYCINE inhibe la séparation des 2 chaînes d'ADN. 

e Certains antibiotiques (Actinomycine D, Sarcomycine, puromycine, etc.) inhibent la transcription ou la traduction des 
protéines nécessaires à la mitose 

e Médicaments de la famille des quinolones et des fluoroquinolones (antibiotiques) inhibent l'action de la gyrase 
bactérienne: la réplication étant bloquée, la division cellulaire et la prolifération bactérienne sont également bloquées. 

e Médicaments tels lrinotecan®, l’etoposide, la camptothecine, et la doxorubicine (anticancéreux) sont des inhibiteurs des 
topoisomérases . 













= > +— béomycine : endommage | ADN et 
psoralène, agents alkylants : SZ inhibe la réparation 
lent les 2 brins d'ADN — 


ï 
EE 
—J— novobiocine, acide nalidixique, 
aproflaxacine, podophyllotoxines : 


Inhibent la tapoisomérase 


sarcomycine : 
nhibe les ADN ol ! & Il 


analogues de nucléotides: 
5-fluorouracile, 


étistils | cytosine arabinosine. 


6-mercaptopurine 
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2.4.5. Réplication de l'ADN mitochondrial. 


" La réplication de l'ADNmit n’est pas limitée à la phase S du cycle cellulaire 

" La réplication se fait de manière unidirectionnelle et sera spécifique de chaque brin. 

" La réplication des brins se distingue spatialement et temporellement. 

" La réplication de | ’ADNmit est contrôlée par des gènes nucléaires et fait intervenir de nombreux facteurs 
protéiques et d’autres enzymes telles que des hélicases , topo isomérases etc. 

" La réplication de l’ADNmit circulaire utilise 2 origines de réplication ( OH et OL) une ADN pol yet fait 
intervenir une structure intermédiaire à 3 brins. 

“ La réplication commence par le brin H (brin »lourd »), au niveau de OH, le long du brin L. 

“  L’initiation de la réplication du brin L commence lors du passage de la réplication du brin H au niveau de 
OL. La réplication du brin L commence dans le sens inverse de celui du brin H. 

“ La réplication s'arrête au niveau de la région appelée TAS, il s’agit du site majeur de terminaison du brin H. 
l'y a deux sites mineurs de terminaison adjacents au site majeur. On ne connaît pas ce qui détermine l’arrêt 
ou non de la réplication, mais cet arrêt permet de réguler le nombre de copies d'ADN mitochondrial dans 
les cellules. 
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